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Introducción. Las proteínas vegetales son una alternativa a las de origen animal porque 
además de poseer múltiples beneficios nutricionales constituyen una fuente de péptidos 
bioactivos. Erythrina edulis (pajuro) es una leguminosa subutilizada oriunda de    
Suramérica que presenta un alto contenido de proteínas (hasta 25%) que son una fuente 
potencial de hidrolizados y péptidos con propiedades biológicas. El objetivo fue obtener 
fracciones peptídicas con actividad antioxidante y quelante de metales a partir de las 
semillas de Erythrina edulis utilizando un modelo de digestión gastrointestinal In Vitro. 
Metodología. Las fracciones proteicas se obtuvieron a partir de la harina de las semillas  
de pajuro. La hidrólisis proteica de cada fracción se realizó utilizando el modelo de   
digestión gastrointestinal utilizando las enzimas digestivas pepsina 0.7 FIP (HP) y 
pancreatina 350 FIP- U/g (HPP) a una proporción enzima-sustrato 1/50 p/p adicionalmente 
se utilizó la enzima alcalasa 2.4 U/g proteína (HPPA). La capacidad antioxidante se 
determinó mediante el método de neutralización de radicales de oxígeno (ORAC-FL). 
Además, se determinó la actividad quelante de hierro y cobre. Resultados. Se obtuvieron 
cuatro fracciones proteicas, siendo en función de abundancia las siguientes: albúmina, 
glutelina, globulina y prolamina, cada una de las fracciones mostró un perfil electroforético 
diferente. Los hidrolizados obtenidos después de la actividad de las tres enzimas sobre     
las albúminas y globulinas fueron las que presentaron una mayor actividad antioxidante, 
con valores de ORAC-FL de 4957.2 ± 35.1 y 5177.2 ± 23.0 µmol de equivalente de Trólox 
(ET)/mg de proteína, respectivamente. Además ambos hidrolizados mostraron más del 50% 
de capacidad quelante de hierro a la concentración de 360 µg/mL. En el caso de la   
actividad quelante de cobre, los hidrolizados obtenidos con las tres fracciones proteicas 
mostraron porcentajes superiores al 70% de quelación a 180 µg/mL. Conclusiones. Las 
albúminas y globulinas del pajuro presentan un importante potencial como fuente de 
péptidos antioxidantes y quelante de metales después del modelo de digestión 









Introduction. Vegetable proteins are an alternative to animal proteins because these have 
a great number of nutritional benefits, in addition they are a source of bioactive peptides. 
Erythrina edulis (pajuro) is a no valorized native legume from South America that has a    
high content of proteins (up to 25%) that are a potential source of hydrolysates and    
peptides with biological properties. The objective was obtaining peptide fractions with 
antioxidant and metal chelating activities from Erythrina edulis seeds, using an in Vitro 
gastrointestinal digestion model. Methodology. Protein fractions were obtained from 
pajuro’s seeds flour. Protein hydrolysis of each fraction was carried out with the 
gastrointestinal digestion model using digestive enzymes such as pepsin 0.7 FIP (HP) and 
pancreatin 350 FIP-U/g (HPP) and an enzyme-substrate ratio 1/50 p/p. Additionally,   
alkaline enzyme alcalase 2.4 U/g protein (HPPA) was used for the final hydrolysis. The 
antioxidant capacity was determined by the oxygen radical neutralization method (ORAC-
FL). Moreover, the chelating activity of iron and copper was determined. Results Four 
protein fractions were obtained, being in function of abundance the following: albumin, 
glutelin, globulin and prolamin, each of those showed a different electrophoretic profile.     
The hydrolysates obtained after the action of the three enzymes on the albumins and 
globulins were those that presented a higher antioxidant activity, with ORAC-FL values of 
4957.2 ± 35.1 y 5177.2 ± 23.0 µmol of Trolox equivalent (ET) /mg of protein, respectively.   
In addition, both hydrolysates showed more than 50 % iron chelating capacity at the 
concentration of 360 µg/mL. In the case of the copper chelating activity, the hydrolysates 
obtained with the three protein fractions showed percentages higher than 70% chelation at 
180 μg/mL. Conclusions. The albumins and globulins of the pajuro present an important 
potential as a source of antioxidant and metal chelating peptides after the model of 









El aumento de la esperanza de vida de la población está ligado a enfermedades crónicas 
degenerativas y déficits funcionales de larga duración que demandan costosos servicios 
sanitarios y asistenciales. El estrés oxidativo (EO) ha sido relacionado con varias 
enfermedades, tales como algunos tipos de cáncer, enfermedades cardiovasculares, 
obesidad, diabetes, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades oculares, lupus, 
etc.; posiblemente muchas de estas enfermedades se podrían prevenir o ralentizar con el 
uso apropiado de antioxidantes (1).  
En este contexto, los péptidos bioactivos constituyen modelos de agentes 
terapéuticos interesantes, ya que se han reportado diversos péptidos con actividad 
antioxidante, antiinflamatoria, antiapoptótica, etc. En este sentido las proteínas   
alimentarias se investigan no sólo desde el punto de vista nutricional, sino como insumos 
para la obtención de péptidos funcionales o bioactivos, los cuales se definen como 
secuencias de aminoácidos inactivos en el interior de la proteína precursora, que ejercen 
determinadas actividades biológicas después de su liberación mediante hidrólisis química 
o enzimática (2)(3). 
En los últimos años se vienen reportando péptidos bioactivos provenientes de 
hidrolizados de proteínas de leguminosas con un buen perfil antioxidante y quelante de 
metales a partir de semillas de pallar (Phaseolus lunatus), frijol castilla (Vigna unguiculata), 
lentejas (Lens culinaris) (4) (5) (6). 
En este contexto, las leguminosas constituyen fuentes potenciales de péptidos 
bioactivos por el alto contenido de proteínas que presentan sus semillas. Erythrina edulis 
es una leguminosa comúnmente conocida como “pajuro” “frejol gigante del Perú”,     
“poroto”, que crece en los valles interandinos y en la selva del Perú, no estando su cultivo 
aún tecnificado. Sus semillas se utilizan en la alimentación humana por su alto contenido 
de proteínas (aproximadamente 21%) tienen fácil digestión y la tradicional oral aduce 
propiedades antienvejecimiento (7) (8). Sin embargo, su consumo se limita a nivel local    
por los campesinos y la mayor proporción se subutiliza como alimentos de animales. 
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Por ende las semillas de pajuro constituyen una fuente importante de proteínas de 
alto valor que se podrían utilizan como sustrato para la obtención de péptidos bioactivos 
antioxidantes y/o quelantes de metales. Se ha establecido que los péptidos activos 
fisiológicamente, se producen a partir de proteínas alimentarias durante la digestión 
gastrointestinal y la fermentación con bacterias ácido lácticas.  
En el presente trabajo se propone la obtención de fracciones peptídicas con 
actividad antioxidante y/o quelante de metales a partir de semillas de Erythrina edulis 
(pajuro) utilizando un modelo de digestión gastrointestinal In Vitro.  Y este contexto      
aportar nuevos ingredientes con potencial nutracéutico para la prevención o tratamiento    
de enfermedades asociadas al estrés oxidativo. 
A continuación se señala los objetivos planteados: 
OBJETIVO GENERAL 
Obtener fracciones peptídicas con actividad antioxidante y quelante de metales a partir de 




1. Obtener fracciones proteínicas a partir de las semillas de Erythrina edulis (pajuro).  
 
2. Caracterizar electroforéticamente las fracciones obtenidas. 
 
3. Hidrolizar cada una de las fracciones utilizando un modelo de digestión 
gastrointestinal In Vitro. 
 

















En los últimos años se ha reportado diferentes estudios sobre la obtención de péptidos 
bioactivos con actividad antioxidante y quelante de metales a partir de semillas de 
leguminosas utilizando el modelo de digestión gastrointestinal In Vitro y de forma 
secuencial alguna proteasa adicional para mejorar la producción de péptidos bioactivos. 
A continuación pasaré a describir algunos trabajos: 
Oseguera (2009) obtuvo hidrolizados proteicos con alta capacidad    
antioxidante, a partir de semillas de Phaseolus vulgaris L., de las variedades negro   
8025 y Pinto Durango, mediante digestión gastrointestinal In Vitro y alcalasa de forma 
independiente. En ambas variedades evidenciaron buena capacidad captadora de 
radicales oxígeno en mmol equivalente al Trólox/mg de proteína, a los tiempos de 
hidrólisis de 80 min para la digestión gastrointestinal simulada y 120 min para alcalasa 
(9). 
Borja (2014) obtuvo hidrolizados proteicos con buen perfil antioxidante a partir 
de Lupinus mutabilis (“tarwi”) a través de la hidrólisis proteica con alcalasa y el crudo 
enzimático de Bacillus sp. evidenciando que  los péptidos hidrolizados con alcalasa 
presentaron mayor actividad antioxidante en comparación al crudo enzimático (10). 
Mojica y col. (2014) reportaron la presencia de péptidos antioxidantes YAGGS  
y YAAGS con buena capacidad neutralizadora de radicales oxígeno mediante el  
método ORAC, a partir del hidrolizado proteico de Phaseolus vulgaris crudo y 
precocinado, respectivamente. Los concentrados proteicos en cada caso se  
hidrolizaron con pepsina y pancreatina de forma secuencial (11). 
Torres-Fuentes y col. (2015) hidrolizaron las proteínas de las semillas de Cicer 
arietinum (“garbanzo”) mediante el modelo de digestión gastrointestinal In Vitro, y 
lograron identificar los péptidos antioxidantes ALEPDHR, TETWNPNHPEL, FVPH y 
SAEHGSLH, resaltando la presencia de los aminoácidos histidina, triptófano y 
fenilalanina que serían responsables de la capacidad antioxidante (12). 
Uraipong (2016) reportó actividad antioxidante, antihipertensiva y antidiabética 





de las proteínas albúmina, globulina, prolamina y glutelina. Las proteínas purificadas 
fueron hidrolizadas utilizando el modelo de digestión gastrointestinal In Vitro, alcalasa, 
protamex, neutrasa y flavorzima, de forma independiente. Los hidrolizados obtenidos 
fueron fraccionadas con membranas de diferente corte molecular, destacando el mejor 
perfil antioxidante de la fracción peptídica hidrolizada con alcalasa de tamaño menor 3 
kDa (13). 
Orsini y col. (2016) reportó péptidos con actividad antioxidante a partir de las 
proteínas solubles de Amaranthus mantegazzianus, mediante digestión   
gastrointestinal In Vitro, las fracciones obtenidas fueron evaluadas por el método 
captador de radicales de oxígeno (ORAC). Identificando los péptidos AWEEREQGSR, 
YLAGKPQQEH, IYIEQGNGITGM y TEVWDSNEQ, en todos los casos resaltan la 
presencia de aminoácidos aromáticos (14). 
Drummond y col.  (2016)  obtuvieron hidrolizados proteicos de Linum 
usitatissimum (“linaza”) con la enzima alcalasa, lograron identificar la secuencia  
GFPGRLDHWCASE con mejor actividad antioxidante que presentó 3.20 mmol 
equivalente a Trólox/mmol de péptido, mediante el método ORAC (15). 
En base a los antecedentes descritos decidimos utilizar el modelo de digestión 
gastrointestinal y la enzima alcalasa de forma secuencial como estrategia para la 
obtención de fracciones peptídicas con actividad antioxidante y quelante de metales a 
partir de las semillas de Erythrina edulis, una leguminosa subutilizada que constituye 
una fuente potencial de péptidos bioactivos por el alto contenido de proteínas que 
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II. MARCO TEÓRICO 
1. Estrés Oxidativo 
Nuestro organismo requiere de oxígeno para poder generar energía a través de la 
fosforilación oxidativa que se da en la mitocondria, sin embargo, este proceso    
libera EROs (Especies Reactivas de Oxígeno), por tanto, la vida en presencia del 
oxígeno molecular exige contar con una batería múltiple de defensa contra las 
EROs, por un lado, que tiendan a impedir su formación y, por otro los neutralicen 
una vez formados. Los seres vivos poseen un conjunto de sistemas fisiológicos que 
se encargan de eliminar estas especies reactivas, ocupándose de mantener               
el estado de equilibrio que existe entre sustancias oxidantes y antioxidantes. Estos 
sistemas comienzan por reducir el oxígeno y son los llamados antioxidantes (16). 
Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando está presente a bajas 
concentraciones en presencia de un sustrato oxidable, retrasa o previene la 
oxidación del mismo. La salud del organismo depende en gran medida de sistemas 
de defensas antioxidantes que actúan frente al daño producido por especies 
radicalarias (17)(18). 
En condiciones fisiológicas la concentración de antioxidantes es superior a 
la concentración de EROs. A pesar de esto, la formación de EROs tiene lugar de 
forma continua pero controlada. El problema para nuestra salud se produce     
cuando nuestro organismo tiene que soportar un exceso de radicales libres     
durante años, producidos principalmente por contaminantes externos que penetran 
en nuestro organismo, desencadenando la aparición de diferentes enfermedades 
(17)  
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Un ejemplo de la aparición de EROs es durante la fosforilación oxidativa, 
donde, el O2 se reduce hasta H2O tras aceptar cuatro electrones en la cadena 
respiratoria en la mitocondria. Sin embargo, el 2% de oxígeno consumido es 
reducido de forma incompleta al aceptar un menor número de electrones, generando 
especies EROs como el radical OH. (Figura 1) (18). 
Enfermedades asociadas al estrés oxidativo 
El estrés oxidativo ha sido relacionado con varias enfermedades, tales como 
algunos tipos de cáncer, enfermedades cardiovasculares, obesidad, diabetes, 
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades oculares, lupus, etc. Por tanto el 
estrés oxidativo prolongado tendría un impacto importante sobre la morbilidad y 
mortalidad de la población, el incremento del estrés oxidativo se agudiza por la 
exposición a agentes tóxicos externos, tales como tabaco, iones metálicos, 
contaminantes, medicamentos, etc. (figura 2) (20). 
 
Figura 2. Relación de las causas que desencadenan un incremento del estrés 
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El efecto acumulativo de los cambios bioquímicos y fisiológicos que 
ocurren en un organismo vivo a través del tiempo, en respuesta a la 
interacción de factores genéticos y ambientales. La teoría de los 
radicales libres en el envejecimiento propone que este proceso resulta 
de la acumulación de lesiones orgánicas y exposición crónica a 
radicales libres. También se ha identificado una menor actividad de 
antioxidantes, inactivación de enzimas antioxidantes, acumulación de 
proteínas oxidadas e incremento en la tasa de producción de H2O2 y O2. 




Se caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas asociada con la 
agregación de placas de la proteína -amiloide y marañas de 
neufibrilares de la proteína de unión a microtúbulos Tau. Una de las 
hipótesis actuales con respecto a la patogénesis de la EA está 
relacionada con la mitocondria y el EO. En un estudio realizado en 
cerebro y líquido cefalorraquídeo de sujetos con EA, comparado con 
sujetos de avanzada edad y controles jóvenes, se mostró que tanto el 
grupo con EA y los de avanzada edad presentaron aumento en los 
niveles de EROs, marcadores de oxidación de proteínas y disminución 
en el actividad de la glutamina sintetasa (21). 
Enfermedad de 
Parkinson (EP) 
Se caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas 
en la sustancia nigra y agregación de la proteína -sinucleína. Además 
del envejecimiento, el estrés oxidativo está implicado en la pérdida de 
células nigro-estriadas y defectos de la cadena respiratoria (22). 
También, en modelos animales In Vitro se ha identificado un aumento 
en los niveles de peroxidación lipídica, oxidación de proteínas y ADN en 
comparación con el grupo control (21). Sin embargo, en un modelo  
In Vitro de células gliales consideradas como sitio de  
neurodegeneración en la EP, se ha identificado el proceso de muerte  
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Se ha identificado que la inhibición de la superóxido dismutasa (SOD) 
repercute en la muerte de neuronas motoras y cordón espinal, lo cual 
puede ser inhibido con la suplementación de N-acetilcisteína, poniendo 
en manifiesto la participación de las EROs. Se ha observado 
esporádicamente en pacientes con ELA concentraciones normales de 
SOD, sin embargo en tejidos  post-mórtem se han encontrado altas 
concentraciones de proteínas oxidadas, lo cual sugiere que otros 
mediadores de EROs y EO podrían estar implicados (23). 
Carcinogénesis 
 Es un proceso caracterizado por el crecimiento incontrolado de células 
cancerosas, neuro-vascularización, entre otros fenómenos activados 
por diversos oncogenes. Estudios experimentales han reportado los 
posibles mecanismos implicados en la transformación maligna inducida 
por radicales libres, observando que la deficiencia de enzimas 
antioxidantes desencadena alteraciones características de la 
transformación celular (24).  Relacionado a esto, se ha identificado que 
las EROs se asocian en el proceso de iniciación y el mantenimiento del 
fenotipo tumoral, donde H2O2 estimula la proliferación, migración y 
adhesión de estas células (25). 
Enfermedad 
cardiovascular 
En esta enfermedad participa el NO. como agente vasodilatador y el 
radical O2. como oxidante de lipoproteínas LDL favoreciendo la 
aterogénesis (26). La participación del EO se da a través de la 
exposición a xenobióticos y condiciones fisiopatológicas que afectan al 
sistema cardiocirculatorio (25). 
Diabetes 
mellitus 
En esta enfermedad , la glucosa elevada altera la función de las proteínas, 
que junto con la autoxidación de los azúcares se generan EROs, por la 
disminución de la hemoxigenasa-1 que afecta a las células- del páncreas, 
promoviendo así el mecanismo fisiopatológico de la enfermedad (27). 
Por otra parte, la vía del sorbitol es otro mecanismo que alterará la función 
y estructura de las células, a través de la disminución de NADPH y GSH, 
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2. Péptidos bioactivos 
Definición 
Estos péptidos funcionales o bioactivos se definen como secuencias de aminoácidos 
inactivos en el interior de la proteína precursora, que ejercen determinadas 
actividades biológicas tras su liberación, mediante hidrólisis química o enzimática 
(29). Generalmente, son péptidos de pequeño tamaño, de 3 a 20 aminoácidos, 
aunque en algunas ocasiones pueden exceder esta longitud, que son liberados 
durante el procesado industrial de los alimentos, o bien durante la digestión 
gastrointestinal. Tras la administración oral, los péptidos bioactivos pueden ejercer 
su efecto, entre otros, sobre los sistemas cardiovascular, digestivo, inmunológico y 
nervioso. La literatura científica evidencia que estos péptidos pueden atravesar el 
epitelio intestinal y llegar a tejidos periféricos vía circulación sistémica, pudiendo 
ejercer funciones específicas a nivel local, en el tracto gastrointestinal y a nivel 
sistémico. Dentro de estas actividades, los péptidos bioactivos podrían influir en el 
metabolismo celular y actuar como vasorreguladores, factores de crecimiento, 
inductores hormonales y neurotransmisores (3) (30). 
Fuentes de obtención de péptidos bioactivos 
Los péptidos bioactivos han sido encontrados principalmente en las proteínas de la 
leche y en derivados de esta como quesos o yogurts. Pero también se ha observado 
su existencia en otras proteínas animales, pescados y diversos vegetales como soja, 
arroz o garbanzo e incluso hongos (31) (32). 
Sin embargo las proteínas vegetales son una alternativa para la obtención 
de péptidos debido a su mayor disponibilidad y menor costo, como es el caso de 
leguminosas (33) (34). 
Actividades biológicas 
En los organismo vivos, los péptidos endógenos pueden actuar como hormonas y 
neurotransmisores, jugando un papel muy importante en diferentes mecanismos 
fisiológicos. Esto es por su interacción con los receptores de las hormonas y las 
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controlando la excreción en glándulas, ajustando la presión arterial en impactando 
en el factor de crecimiento (35). 
Tabla 2. Péptidos bioactivos y sus actividades en el organismo (36). 
Péptidos Efectos en el Organismo 
Opioides Regulan el tránsito intestinal, mejoran la digestión y 
absorción. 
Inmunomoduladores Estimulan la respuesta inmune. 
Inhibidores de la enzima 
convertidora de Angiotensina I 
Reducen el riesgo de padecer enfermedades 
cardiovasculares. 
Antioxidantes Previenen enfermedades degenerativas y 
envejecimiento. 
Quelantes Mejoran a la absorción de minerales y metales. 
Reguladores de la proliferación 
celular 
Reducen la proliferación de tumores cancerígenos. 
Antimicrobianos Reducen el riesgo de infecciones. 
Antitrombóticos Reducen el riesgo de padecer de trombos. 
Hipocolesterolémicos Reducen el riesgo de padecer enfermedades 
cardiovasculares. 
 
A continuación, describiremos algunas de las actividades biológicas 
mencionadas anteriormente. 
- Actividad antihipertensiva 
La función más conocida y extendida de los péptidos bioactivos aislados hasta 
ahora es la de inhibición de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). Esta 
enzima es una Zn-metalopeptidasa que se expresa como un ectoenzima unida a la 
membrana de células endoteliales, fundamentalmente del sistema vascular. Por un 
lado, actúa incrementando la presión sanguínea al hidrolizar el decapéptido 
angiotensina I en el octapéptido vasoconstrictor angiotensina II. Por otro también 
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peptidasa se encuentra localizada en múltiples zonas del organismo, como    
pulmón, riñón, corazón, músculos, páncreas, cerebro, arterias, útero e intestino 
(37). 
Los péptidos inhibidores de ECA son de pequeño tamaño, muchos di y 
tripéptidos, que son absorbidos fácil y rápidamente en el estómago e intestino. 
Pueden entrar en el sistema circulatorio e inhibir esta peptidasa, lo cual genera un 
descenso de la presión arterial. En este sentido, ya que la hipertensión está 
relacionada directamente con las enfermedades coronarias estos péptidos van a 
reducir los riesgos de generación de este tipo de enfermedades. Así, se han 
realizado ensayos de inhibición In Vitro de la ECA, pero también In Vivo, donde se 
ha observado que ratas hipertensas ven reducidas su presión arterial tras la ingesta 
de péptidos inhibidores de ECA demostrándose de esta forma el carácter 
beneficioso de su ingesta (37). 
Péptidos inhibidores de ECA fueron aislados por primera vez en 1979 de un 
hidrolizado de gelatina obtenido con colagenasa. Desde entonces han sido 
encontrados en proteínas de leche fundamentalmente, y conocidos como 
casoquininas. Aunque también se han descrito en proteínas de pescado, maíz,    
trigo o arroz (37).  
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- Actividad antimicrobiana 
Los péptidos bioactivos con actividad biológica tienen la capacidad de ejercer 
efectos específicos a nivel fisiológico en el organismo, como por ejemplo aquellos 
que presentan actividad antimicrobiana. Estas secuencias aminoacídicas son 
moléculas efectoras claves de la inmunidad innata, con tamaños que oscilan entre 
2 a 200 aminoácidos.  Diversos estudios han reportado que mediante la hidrólisis 
controlada In Vitro de proteínas alimentarias es posible generar este tipo de 
péptidos. Se han aislado péptidos antimicrobianos principalmente a partir de 
hidrolizados enzimáticos limitados, de proteína de origen animal como la leche, 
huevo y en algunas especies marinas (38) (39).   
Sin embargo también han aislado hidrolizados  limitados menor a 10%   de 
grado de hidrólisis de proteínas de origen vegetal como la soya  y el maíz (40).  Los 
péptidos inhiben el crecimiento bacteriano y fúngico ya que actúan frente a 
diferentes bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, levaduras y hongos 
filamentosos. El amplio uso de estos se debe a que poseen toxicidad selectiva que 
permite atacar de manera efectiva las células blanco mediante mecanismos que, al 
parecer, dificultan la aparición de resistencia (41). 
En la siguiente figura se observa el mecanismo de acción de los péptidos 
bioactivos con actividad antimicrobiana contra los microorganismos. 
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- Actividad antioxidante 
Las EROs, se generan constantemente en los organismos aeróbicos como 
resultado de las reacciones metabólicas (42). Una excesiva producción de 
EROs puede sobrepasar la capacidad antioxidante fisiológica. Como 
consecuencia de este daño oxidativo, las proteínas, los lípidos y ADN se 
convierten en el blanco del ataque de los radicales libres, dañando enzimas, 
membranas celulares y el material genético (figura 5) (43). 
 
Figura 5. Ataque de los radicales libres a la célula (44). 
Este daño ha sido  relacionado con diversas enfermedades 
cardiovasculares, artritis reumatoide y sobre todo con el envejecimiento celular 
(45). Esto ha generado una serie de investigaciones dirigidas a la obtención de 
péptidos bioactivos con capacidad antioxidante que catalizan las reacciones  de 
los radicales libres (46).  
En este contexto los péptidos antioxidantes presentan cierta ventaja frente 




Estela del Socorro Solano Abad 
 
26 
estabilidad, presentando propiedades nutricias y funcionales adicionales a su 
actividad, estos péptidos actúan impidiendo que otras moléculas se unan a ERO, 
al interactuar más rápido con los radicales libres que estos con el resto de la 
moléculas presentes, es decir, el péptido actúa cediéndole  un electrón al radical 
libre una vez que se colisionan en un determinado microambiente de la membrana 
plasmática, citosol, núcleo o líquido extracelular  (42) como se representa en la 
figura 6. 
 
Figura 6. Interacción de las especies reactivas de oxígeno con los antioxidantes 
naturales (47). 
Se ha descrito también que las propiedades antioxidantes de estos péptidos 
se deben a su composición, estructura e hidrofobicidad, y a la presencia en                
su secuencia aminoacídica de prolina (Pro), metionina (Met), triptófano (Trp), lisina 
(Lys), histidina (His), cisteína (Cys) y tirosina (Tyr). Los aminoácidos con residuos 
aromáticos pueden donar protones a radicales deficiente de electrones, mejorando 
su propiedad de atrapadores de radicales libres. También se ha propuesto que la 
actividad de los péptidos que contienen Histidina y su grupo imidazol está 
relacionada a la donación de átomos de hidrogeno y/o su habilidad de quelación. 
Sin embargo, se ha postulado que la actividad antioxidante total debe atribuirse a 
los efectos de integración de estas acciones en lugar de las acciones individuales 
de los aminoácidos. La secuencia de referencia Pro-His-His (tabla 3) es la de     
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Tabla 3. Secuencias de aminoácidos con actividad antioxidante (48). 










- Actividad quelante de metales 
La actividad quelante de metales previene la generación de ROS, debido a que los 
metales de transición están involucrados en muchas reacciones de oxidación. 
Gallegos y col. (2011) nos detalla que los péptidos  que tienen la actividad de quelar 
metales pueden aumentar el zinc, hierro y calcio elementos esenciales en el 
organismo (49) (50). 
El nombre quelato se deriva de la palabra griega “Chela”, que significa    
pinza, y eso es porque cuando se forma el quelato es similar a los brazos de una 
pinza con el metal entre ellas. Los iones metálicos siempre están en solución acuosa 
es decir rodeados por moléculas de agua, cuando estas moléculas son 
reemplazadas por un agente quelante (ligandos) formando un complejo en anillo 
llamado quelatación, como se observa en la figura 7. 
Los metales pesados no pueden ser metabolizados en el cuerpo humano  
por lo tanto estos permanecen en él causando toxicidad cuando se combinan con 
otras sustancias, es por ellos que se buscan fuentes de agentes quelantes para 
poder prevenir dichos efectos tóxicos, los complejos formados por los agentes 









Figura 7. Formación del Quelato (50) 
3. Métodos para la determinación de la Actividad Antioxidante 
 
Alternativamente, diversos compuestos cromógenos (ABTS, DPPH, DMPO, FRAP 
y ORAC.) son utilizados para determinar la capacidad antioxidante de los distintos 
tipos de alimentos para captar los radicales libres generados, operando así en  
contra los efectos perjudiciales en los procesos de oxidación, que implican a 
especies reactivas de oxígeno (EROs).  
Asimismo se conocen diferentes métodos   para la determinación de la 
actividad antioxidante que podemos separan en dos: ensayo de la capacidad 
secuestradora contra EROs específicos (captación de radicales de oxígeno  
(ORAC), TRAP, ensayos basados en el luminol) y los ensayos de la capacidad 
secuestradora contra radicales estables (radical ABTS, DPPH, FRAP). 
Para lo cual detallamos los siguientes: 
 
- Determinación de la capacidad de absorción de radicales de oxígeno 
Se evaluó la capacidad antioxidante mediante el método de ORAC, el cual mide la 
capacidad del antioxidante en presencia de un daño oxidativo. Este método inicia 
con el 2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) quien es el radical 
iniciador, que va a generar el radical peroxil (ROO.) por una descomposición  
térmica, una vez generado el radical se realiza una transferencia de un átomo de 
hidrógeno del antioxidante a los radicales peroxilos (ROO.) libres, estos reaccionan 
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de la fluorescencia de la fluoresceína indica su oxidación por el radical peroxil 
(ROO.) como se observa en la figura 8 (51) (52). 
 
Figura 8. Representación de la pérdida de fluorescencia cuando actúa el radical 
peroxil (52). 
Los antioxidantes son sustancias que detienen o retardar las oxidaciones 
catalíticas y procesos naturales que se producen por el aire, luz indicios metálicos. 
Como por ejemplo el (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico 
(Trólox), es universalmente empleado como estándar en diversos estudios de la 
actividad antioxidante, este es un análogo de la vitamina E.  
- Determinación de la capacidad captadora de radical de ABTS+ 
En este método, el producto de la oxidación del ABTS, el catión-radical de larga   
vida ABTS·+, se presenta como una excelente herramienta para determinar la 
actividad antioxidante de moléculas donadores de hidrógeno. El método original de 
ABTS estaba basado en la activación de la metilmioglobina con peróxido de 
hidrógeno en presencia de ABTS para producir un radical catión, en presencia o 
ausencia de antioxidantes. Un formato más apropiado para el ensayo consiste en  
la técnica de decoloración, en la cual el radical es generado directamente en una 
forma estable antes de la reacción con los antioxidantes. La técnica mejorada para 
la generación del radical catión ABTS+ (Figura 9), implica la producción directa del 
cromóforo ABTS+ verde-azul a través de la reacción entre ABTS y el persulfato de 








Figura 9. Estructura de ABTS*+ en la reacción con el antioxidante (53). 
- Determinación de la actividad quelante de metales 
Actividad quelante de cobre 
Los metales que presentan más de una valencia tienen a querer estabilizarse, 
tenemos al cobre que presenta más de un estado de oxidación por lo tanto este 
puede aceptar y donar electrones. El cobre  puede formar complejos rápidamente 
con los aminoácidos (54). De esta manera tiene la predisposición a generar 
radicales libres tales como el radical hidroxilo y el anión superóxido, por lo tanto en 
este estudio se realizó el método de quelación de cobre mediante el uso de el 
colorante pirocatecol violeta (figura 10), el cual es formado a partir de dos moles de 
pirocatecol con un mol de anhídrido de ácido o-sulfobenzoico, que tiene la  
propiedad de formar complejos con los metales de color azul violáceo. 
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Actividad quelante de hierro 
El hierro es un metal que contribuye a la formación de especies reactivas de oxígeno 
(50) especialmente genere .OH un ejemplo es la reacción de Fenton en la cual los 
metales actúan como agentes catalíticos como se observa en la figura 11, 
resultando en la formación de radicales libres (55). 
 
Figura 11. Reacción de Fenton (50). 
Se conocen que algunos compuestos con ciertas elementos en su   
estructura (N=C, N) pueden reaccionar con algunos iones metálicos como el caso 
de la ferrozina  reacciona con el ion ferroso (56), sin embargo la mayoría de los 




Figura 12. Estructura de la ferrozina (56). 
4. Alternativas tecnológicas para la obtención de péptidos bioactivos 
Se pueden obtener péptidos bioactivos por tres metodologías: la fermentación 
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obtenidas por microorganismos y la hidrólisis enzimática mediante enzimas 
digestivas (46). 
- Hidrólisis enzimática 
La hidrólisis enzimática es la forma más común de obtener péptidos, utilizando las 
enzimas gastrointestinales generalmente pepsina y tripsina, también otras enzimas 
e incluyendo proteasas. En el siguiente cuadro (tabla 4) se muestran los diferentes 
modelos de hidrólisis enzimáticas utilizando diferentes enzimas para la obtención de 
péptidos bioactivos. 
Tabla 4. Obtención de péptidos mediante hidrólisis enzimática.(46). 
ENZIMA PÉPTIDO OBTENIDO 
Tripsina, pepsina, α-quimiotripsina o 
pancreatina 
Inhibidores de la enzima convertidora de 
angiotensina I, quelante de calcio, 
antioxidantes, hipocolesterolemios (35) (57)  
(58). 
Alcalasa Fosfolípidos quelantes, hipertensivos (59) (57). 
Papaína, flavorenzima Antioxidantes (57). 
De origen no animal Promotores del crecimiento (57). 
Termolasa Anticancerígeno (57). 
Tratamiento secuencial con pepsina y 
pancreatina 
Inhibidores de la enzima convertidora de 
angiotensina I (57). 
 
- Modelo de digestión gastrointestinal 
Las proteínas y péptidos derivados de alimentos pueden ser importantes funciones 
en el tracto gastrointestinal antes de la hidrólisis a aminoácidos y absorción 
posterior. Estos incluyen regulación de enzimas digestivas y modulación de la 
absorción de nutrientes en el tracto intestinal.  En el caso de las últimas funciones, 
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La digestión en nuestro organismo empieza desde la ingesta de los 
alimentos, que inician una pequeña degradación en la boca, formando así el bolo 
alimenticio, cuando este llega al estómago se encuentra con  diversas enzimas 
sobre todo proteasas principalmente la pepsina y lipasas la cuales empiezan la 
hidrólisis de proteínas y lípidos en un medio ácido. Luego el quimio ácido es 
transportado hacia el intestino  donde se neutraliza el pH y se encuentran con el 
jugo pancreático actuando enzimas como tripsina y quiotripsina continuando la 
hidrólisis como se observa en la figura 13, dentro de todo este proceso se generan 
una variedad se secuencias peptídicas que pueden ejercer una actividad biológica 
llamados péptidos bioactivos (60). 
La mayor parte de la proteína es absorbida en forma de péptidos y no como 
aminoácidos libres. Además la acción de las enzimas proteolíticas, los péptidos 
sufren una digestión adicional mediante peptidasas citoplasmáticas en el intestino. 
La mayoría de los péptidos de más de tres aminoácidos son hidrolizados 
extracelularmente por las enzimas borde de cepillo. Mientras que los dipéptidos y 
tripéptidos pueden ser absorbidos de forma intactos. Dipeptidasas y tripeptidasas 
pueden posteriormente hidrolizar estos péptidos a aminoácidos, pero parece que 
algunos de estos pueden escapar al ataque enzimático y alcanzar la circulación 
sanguínea (6). 
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- Hidrólisis con enzimas de origen microbiano 
La hidrólisis proteica se realiza normalmente en un reactor, con control de    
agitación, pH, temperatura y tiempo del proceso. El sustrato se disuelve o 
resuspende en agua hasta que el pH y la temperatura se estabilizan; a    
continuación se agrega la proteasa dando inicio a la hidrólisis. A medida que ésta 
progresa se produce una disminución del pH debido a la rotura de los enlaces 
peptídicos. En los casos de hidrólisis enzimática el pH debe ser mantenido en el 
óptimo de la enzima mediante la adición de base diluida. Para finalizar la hidrólisis 
proteica la enzima puede ser inactivada con calor, mediante una disminución del   
pH o con una combinación de ambos. O también puede ser retirada del medio 
mediante filtración y la proteína finalmente precipitada (61). 
Actualmente se encuentran disponibles comercialmente muchas proteasas 
grado-alimenticio. Estas proteasas pueden ser clasificadas, por su origen, (animal, 
vegetal, bacteriano o fúngico), por su modo de acción catalítica (endo- o exo-
actividad) o con base en su sitio catalítico. Las endoproteasas hidrolizan enlaces 
amídicos dentro de la cadena de la proteína. Las exoproteasas, por el contrario, 
eliminan aminoácidos terminales de las proteínas o péptidos. La naturaleza del 
centro catalítico de las proteasas difiere de acuerdo con los aminoácidos y otros 
ligandos que intervienen en la formación del complejo enzima-sustrato. El centro 
activo contiene aminoácidos o bien cationes metálicos que promueven la catálisis, 
denominándose serinproteasas, cisteinproteasas, aspartato proteasas, según 
intervengan los aminoácidos serina, cisteína o ácido aspártico. En las 
metaloproteasas la actividad está promovida por un catión metálico, siendo el más 
frecuente el zinc. Todas las serinproteasas tienen actividad endo. Contrariamente, 
las metaloproteasas son sobre todo exoproteasas (61).  
Las primeras enzimas proteolíticas utilizadas en la industria alimentaria 
fueron proteasas pancreáticas de origen animal, si bien cada vez están     
adquiriendo mayor importancia las de origen bacteriano o fúngico. Los preparados 
enzimáticos suelen ser mezclas de estas enzimas y normalmente se venden en 
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5. Erythrina edulis (pajuro)  fuente potencial de péptidos bioactivos 
Dentro de toda la variedad de fuentes de origen vegetal encontramos la presencia 
importante de péptidos en leguminosas, dentro de ellas encontramos a Erythrina 
edulis. 
El pajuro es una leguminosa que pertenece al género Erythrina (figura 14), 
según Russo (1984) menciona que es un género tropical y existen más de 100 
especies  en diferentes partes del mundo (62). Sin embargo Araujo reporta que el 
género Erythrina comprende cerca de 112 especies en diferentes partes del     
mundo (63). 
La mayor parte de especie crece en Sudamérica como Venezuela,  
Colombia, Ecuador, Perú y Bolivia, su crecimiento en las regiones andinas se da a 
más de 1.200 m sobre el nivel del mar. En nuestro país crece de manera silvestre 
en diferentes lugares de la parte andina, sin embargo a pesar de contener gran 
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Según los estudios sobre su origen no está muy claro, pero al parecer es 
América de Sur su lugar de origen, fue aprovechado por nuestros antepasados en 
diversas áreas andinas, y diversos estudios arqueológicos nos relatan la presencia 
del pajuro en nuestro país, como Shady arqueóloga del asentamiento Caral relata 
que se identificó tres fases de ocupación de 2540 años a.c, donde se recuperó     
gran material  diverso con presencia de Eryhrina (pajuro) (64). Según Mayolo   
(1981) mencionó que en el Perú antiguo se realizaron menestras en base de     
pajuro (65). 
- Taxonomía. 
En la tabla 5 se muestra la clasificación taxonómica del pajuro 







Especie Erytrina edulis 
 
- Etimología y nombres comunes. 
Erythrina nombre genérico que proviene del griego εȡυθȡóȢ (erythros) que significa 
rojo y eso es debido al color rojo de la flor. 
Los nombres comunes de Erythrina edulis dependen del lugar en  
Venezuela: Frijol, Monpás, Balú y Bucaré. En Ecuador: Guato, Sachaporoto, 
Zapote de cerdo, Frijol de monte, Pashullo, Poroto y Porotón. En Bolivia se le dice 
Sachahabas. En Colombia: Chachafruto, Balú, Baluy, Chaporuto, Poruto, Frijol 
mompás. En Perú: se le conoce como Basul, Pajuro, Antiporoto, Pashuro, Poroto, 








Figura 15. Distribución geográfica y nombres según cada país (66). 
- Descripción  
El pajuro es de tamaño mediano de 10 a 15 m  de alto con presencia de lenticelas y 
pequeños aguijones puntiagudos (63). 
El tallo tiene un diámetro de 37 cm siendo este y las ramas cubiertos por 
aguijones también, es decir que poseen espinas (67). 
Las hojas  son alternas con peciolos largos y estos tienen espinas, son de 
color verde claro y caen del árbol cuando este inicia la floración (66). 
Las flores son de color rojo carmín   de un tamaño de  2.8 por 1.2 cm, 
dispuestas en racimos y cada uno de ellos  con un número de 190 flores, de todas 
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Los frutos son legumbres  o también llamadas vainas de color verde de 
consistencia subleñosa, con constricciones poco profundas  de entre 10 a 40 cm    
de largo y  1.8 y 2.7 cm de ancho, y en promedio contienen a 6 semillas, pero   
incluso se pueden encontrar frutos de hasta 55 cm (63). 
Las semillas son de color marrón claro cuando están frescas y son de color 
marrón oscuro cuando están maduras y ligeramente rugosas cuando están secas, 
varían su tamaño  de 2 a 5 cm de largo por 1.5 a 2  cm de ancho (63). 
 
Figura 16. Árbol de Erythrina edulis (pajuro) (63). 
A demás de su descripción el pajuro según los pobladores es una planta    
que tiene larga vida y tiene la capacidad de controlar la erosión de los suelos,  
prende en lugares áridos y una vez que la planta logra enraizar puede soportar 
periodos largos de sequía. 
- Distribución en el Perú 
Según la investigación de Escamilo (2012) fue cultivada y aprovechada por   
nuestros antepasados, cultivados también en ceja de selva, en los valles 
interandinos generados por los ríos Vilcanota, Huallaga, Marañón, Condebamba, 
Huancabamba y más en la zona norte de nuestro país donde los lugareños de la 
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También se reporta  que en los valles de Supe  y Pativilca se encontró la 
especie de Erythrina edulis reportado por el arqueólogo Ruiz, en el 2005 en una 
entrevista Brako y col.(1993) reportaron la presencia de pajuro en los  
departamentos de Amazonas, Ancash, Apurímac, Cajamarca, Huánuco, Junín, 
Loreto, Madre de Dios, Pasco, Piura y San Martín (68). 
- Aportes del pajuro 
Erythrina edulis  es una planta  fijadora de nitrógeno en el suelo, esto es debido a 
que dentro de sus raíces se encuentran  las bacterias Rhizobium cowpea que al 
asociarse a la planta aprovechan el nitrógeno del aire  y de esa manera      
enriquecen el suelo donde crece el pajuro (62) (66).  
Erythrina edulis es una de las especies que no requiere tratamiento una vez 
que prenda en el suelo según comentarios de pobladores se olvidan de la planta  
por lo cual no ocasiona gastos para que se pueda mantener (8). 
- Fracciones proteicas del pajuro 
Arango y col. (2012) y Osbore (1907) mediante una extracción por solubilidades 
determinaron la clasificación de proteínas en leguminosas de la siguiente manera: 
albumina, globulina, prolamina y glutelina. De las cuatro proteínas las albuminas 
tienen alto contenido de cisteína y metionina, según trabajos reportan relación    
entre albumina y globulina de 1:3, 1:6.3, 1:>3 y 1:4 para la lenteja, frijol negro, frijol 
francés y garbanzo, respectivamente (7) (69). 
Siendo el pajuro una especie fácil de crecer, de poco gasto de  
mantenimiento y con gran aporte nutricional tiene un gran potencial para aportar 
péptidos bioactivos con actividad antioxidante, quelante de metales y su pronta 
utilización en la industria alimentaria y/o farmacéutica. 
. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
En la figura 17 se presenta el esquema de trabajo seguido, desde la obtención de  
la harina de Erythrina edulis hasta la evaluación de la actividad antioxidante y 




3. Hidrólisis proteica 
Modelo de digestión 
gastrointestinal  
(HP, HPP, HPPA) 
Semillas de Erythrina edulis 
1. Obtención de la harina 
de pajuro 
2. Obtención de fracciones 
proteicas 
(Albúmina, globulina, 
prolamina y glutelina) 
Enzima: alcalasa 2,4 L 
Temperatura: 50 ºC 
pH: 8.3 
Tiempo: 2 h 
Grado de 
hidrólisis (GH) 
Nielsen y col. 
(2001) 
4. Evaluación de actividad 
ABTS+ 
  Re y col. (1999) 
           ORAC 
 Dávalos y col. (2004) 
Enzima: pepsina  
Temperatura: 37 ºC 
pH: 2  
Tiempo: 30 min. 
Enzima: pancreatina 
Temperatura: 37 ºC 
pH: 7.8  
Tiempo: 60 min. 
Quelante de 
metales 






Laemmli. (1970)  
Actividad 
antioxidante 
Figura 17. Metodología para la obtención fracciones peptídicas y evaluación de la 
actividad antioxidante y quelante de metales a partir de semillas de Erythrina edulis.  
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1. Obtención de la harina de las semillas de Erythrina edulis 
 
Para la obtención de la harina de pajuro, se recolectaron los granos en la ciudad    
de Trujillo (provincia de Otuzco, mes de agosto 2016). Las semillas fueron peladas 
y secadas en la estufa marca Barnstead a 40 °C durante 15 días luego se procedió 
a la molienda con un molino manual para una disminución del tamaño de partícula 
gruesa y adicionalmente se usó un molino de cuchillas marca Bosh para la  
obtención de un tamaño más fino capaz de pasar por una malla N°60, la harina 
obtenida se almacenó en un frasco ámbar a temperatura ambiente hasta su uso. 
 
Para evaluar el rendimiento de la harina de pajuro se utilizó la siguiente fórmula: 
 
% Rendimiento= Peso inicial granos ሺgሻ-Peso final harina ሺgሻfinalPeso inicial granos (g)  
 
2. Análisis proximal de la harina de Erythrina edulis  
 
Para los análisis proximales se solicitó los servicios del Centro de Centro Analítico 
(CCA) de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la UNMSM y se realizó según el 
método de la AOAC 1997. 
 
3. Fraccionamiento proteico de la harina de Erythrina edulis 
 
Para la obtención de las fracciones proteicas a partir de la harina de pajuro se 
empleó el método de fraccionamiento secuencial reportado por Chavan y    
col.(2011) (70) con algunas modificaciones. Se preparó una suspensión de 1:6    
(p/v) de harina de pajuro con la solución respectiva, tal como se menciona en la 
figura 17, y se homogenizó por 1 h en un agitador magnético modelo RCO 10002 
marca Ika-Combimag, posteriormente se colocó en una centrífuga modelo 5810R 
(EPPENDORF) a 14000 g durante 20 min a 4 ºC. Se recuperó el sobrenadante A, 
el cual se ajustó a pH 4.5 con ácido clorhídrico 1N. Se obtuvo una precipitación  
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
Estela del Socorro Solano Abad 
 
42 
ligera debido a la disminución de pH, se procedió a centrifugar a 14000 g por 20   
min y se resuspendió el precipitado B (Figura 18) en agua bidestilada a pH 7. 
Finalmente se secó en un liofilizador Labconco a -47 ºC y 7 x 10-3 mbar y se 
almacenó a -20 °C hasta su uso. Con el precipitado A se sigue la secuencia de 

















50 g de harina 
Suspender en 1:6 con 
la solución respectiva 
Precipitado  Sobrenadante A   








neutralizar a pH 7 Liofilizar 
Centrifugar 
 (14000 g x 20 min)  
Agitar por 1h 
Centrifugar 
 (14000 g x 20 
m)  
Albumina: Agua destilada 
Globulina: Cloruro de sodio 5% 
Prolamina: Etanol 70% 
Glutelina: Hidróxido de sodio 0,01 N 
Figura 18. Metodología del fraccionamiento proteico a partir de la harina de pajuro (70). 
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Al finalizar el proceso se evaluó el rendimiento de la fracción obtenida mediante la 
siguiente ecuación: 
% Rendimiento= Peso inicial granos ሺgሻ-Peso final harina ሺgሻfinalPeso inicial granos (g)  
4. Cuantificación de proteínas  
Se empleó dos métodos para cuantificar proteínas de alto peso molecular según 
Bradford y de bajo peso molecular según el método del ácido bicinconínico. 
- Cuantificación por el método de Bradford 
Fundamento:  
Este método se basa en la unión del colorante azul de Coomasie a la proteína 
soluble, cuando el colorante se une a la proteína soluble pasa de color rojo a azul 
provocando un aumento en la absorbancia a 595 ƞm. La formación del complejo     
es tan solo en min y estable, haciendo el método  rápido y reproducible, pero tiene 
la desventaja de ser bastante sensible a contaminantes como buffer altamente 
alcalinos y también a los detergentes que causan una gran interferencia (71). 
Procedimiento: 
Para la medición de la concentración en el concentrado proteico en cada fracción 
obtenida, se realizó una dilución de 1 en 10 de la muestra respectiva y se colocó   
en una placa de 96 pocillos, posteriormente se agregó el reactivo de Bradford y se 
leyó en un fluorímetro marca Infinite 200Pro a una longitud de onda de 595 ƞm.   
Para este método se usó como estándar   la albumina de suero bovino (BSA). 
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- Cuantificación por el método de BCA 
Fundamento: 
El método de Ácido bicinconínico (BCA) se basa en la reacción de Biuret en el cual 
la proteína con el Cu+2 en un medio alcalino, y dos moléculas del ácido    
bicinconínico forma un complejo BCA-Cu+ de color púrpura a 562 ƞm.  Este     
método es altamente sensible  y altamente selectivo a la detección de Cu+ (72,73). 
En la figura 19 siguiente se resume el fundamento del método de BCA. 
 
Figura 19. Fundamento del método del ácido bicinconínico (BCA) (72). 
Procedimiento: 
En este método se trabajó con la solución A: ácido 2,2´-bichinolina-4,4´-  
dicarboxilico (BCA, SIGMA) y la solución B: CuSO4 al 4 %, en una relación de 50:1 
respectivamente. En una placa de 96 pocillos se colocó 10 µL de muestra 
(fracciones peptídicas) y 15 µL de agua bidestilada, luego se adicionó 200 µL del 
reactivo previamente preparado. Se incubó por 30 min a 37 °C y se leyó a 562 ƞm. 
Todas las muestras se trabajaron por triplicado. 
Para este método se preparó una curva de calibración con albumina de  
suero bovino (BSA). 
5. Electroforesis (SDS-PAGE) 
Fundamento: 
La electroforesis es un método de separación de proteínas en consecuencia de     
sus cargas y la influencia de un campo eléctrico, y también puede ser usado como 
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un criterio de pureza de la muestra. La poliacrilamida es un soporte usado 
frecuentemente porque no interfiere con la muestra, y la formación del gel es por la 
polimerización vinílica del monómero de acrilamida y bis-acrilamida, se inicia la 
polimerización por la formación de radicales libres del monómero por interacción 
entre el N, N, N, N´-tetrametilendiamina (TEMED) usado como agente reductor y el 
persulfato de amonio como agente oxidante. Se emplea el dodecilsulfato de sodio 
(SDS) para determinar el peso molecular de las proteínas,  las que se cargan 
positivamente y se separan en base a su tamaño molecular (74). Este método se 
denomina electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-  
PAGE) y fue desarrollado por Laemmli (75). 
Procedimiento: 
Se prepararon dos soluciones una para la formación del gel de separación y el gel 
de empaquetamiento de la siguiente manera: 
Para el gel de separación se utilizó 1.5 mL de solución A (solución de 
acrilamida-bisacrilamida en una proporción de 30 % y 80% (p/v) respectivamente), 
1.5 mL de solución B (Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8 con 0.4% de SDS), 3 µL de agua 
bidestilada, 30 µL de persulfato de amonio al 10% y 12 µL de TEMED. 
Para el gel de empaquetamiento se utilizó: 250 µL de solución A (solución  
de acrilamida-bisacrilamida en una proporción de 30% y 0.8% (p/v) 
respectivamente), 500 µL de solución C (Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8 con 0.4% de      
SDS), 1.25 mL de agua bidestilada, 15 µL de persulfato de amonio al 10% y 5 µL  
de TEMED. 
Se añadió 10 µg de muestra con el tampón de carga y se llevó a ebullición 
por 4 min, una vez colocadas las muestras en el gel, se llenó la cubeta con el      
buffer Tris-HCl 25 mM a pH 8.4, glicina 0.19 % y SDS a 0.1 % a un voltaje inicial    
de 100 V por 6 min y luego 200 V durante 50 min.  
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Para la coloración de las proteínas separadas se utilizó azul brillante de 
Coomasie durante 1 h, seguidamente se decoloró el gel con una solución de 
metanol/ácido acético al 10 % (v/v). 
6. Obtención de fracciones peptídicas 
 
La hidrólisis proteica es la acción de enzimas sobre las proteínas, convirtiéndolas 
en péptidos y aminoácidos, esta hidrólisis no es una sola reacción sino es un 
conjunto de reacciones simultáneas de ruptura de enlaces peptídicos realizada en 
un medio, teniendo el control de la relación E/S, temperatura, tiempo, pH. Para 
terminar la hidrólisis se inactiva la enzima mediante cambio de pH o temperatura. 
 
a. Hidrólisis de las proteínas de pajuro utilizando un modelo de 
digestibilidad gastrointestinal In Vitro 
Fundamento: 
Para la obtención de péptidos bioactivos se pueden utilizar diferentes    
metodologías una de ellas es la digestibilidad mediante el uso de enzimas  
digestivas como la pepsina y pancreatina, la hidrólisis de las proteínas va a 
depender de su estructura tridimensional, mientras las proteínas tengan una forma 
globular van a presentar mayor resistencia a la digestibilidad (61). Este proceso 
depende mucho del pH, debido a que se simula la digestión gastrointestinal “In   
Vitro” la cual que tiene una primera etapa ácida y finalmente una etapa alcalina.  
Para determinar la digestibilidad proteica se siguió la metodología de Vilela (2006) 
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b. Hidrólisis secuencial con la enzima alcalasa 
Seguidamente a la digestión con pepsina y pancreatina se realizó la hidrólisis con 
alcalasa para poder obtener un mejor grado de hidrolisis. La alcalasa es una    
enzima de origen microbiano más utilizada para la obtención de péptidos   
bioactivos, ya que presenta una amplia especificidad e hidroliza la mayoría de los 
enlaces peptídicos que contengan residuos aminoacídicos aromáticos, así como 
extremos carboxílicos que contengan residuos como leucina, tirosina y valina. El   
pH óptimo de la alcalasa es entre 6.5 y 8.5, siendo rápidamente inactivada con un 
pH de 5 y por arriba de 11 (38). 
 
Figura 20. Método de digestibilidad proteica (76).  
Ajustar el pH 1.9 
HCl 
 







Ajustar el pH a 7.8 













Calentar a 100 
ºC por 10 min 
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La digestibilidad proteica se realizó con las fracciones más abundantes del pajuro: 
albumina, globulina y glutelina. Como se observa en la figura 20, estas se  
disolvieron en agua bidestilada en un porcentaje de 4% (p/v) con respecto a las 
proteínas, se centrifugaron a 2500 g por 10 min, el sobrenadante se llevó a una 
temperatura de 92 °C por 10 min. Luego se procedió a ajustar el pH a 1.9 con HCl 
1 M,  se agitó por 10 min, se adicionó la pepsina (mucosa gástrica porcina) 0,7      
FIP- U/mg, preparada al instante, en una relación de enzima sustrato de 1:50, 
finalizado los 30 min de la digestibilidad gástrica, se detuvo la hidrólisis 
incrementando el pH a 7,8 con NaOH 1 M, de esta manera se alcalinizó el medio 
para la acción de la pancreatina (proteasa páncreas porcino) 350 FIP- U/g, 
preparada en una relación de enzima sustrato de 1:50 y se incubó por 60 min a 37 
°C, se paró la reacción aumentando la temperatura a 100 °C por 10 min, 
seguidamente al hidrolizado con pepsina y pancreatina se le añadió la enzima 
comercial alcalasa, para lo cual el hidrolizado se llevó a las condiciones óptimas de 
trabajo, a pH 8.3 y 50 ºC por un tiempo de 2 h, tomándose alícuotas en los tiempos 
de 15, 30, 60 y 120 min. 




c. Grado de hidrólisis (GH) 
Fundamento: 
La determinación del grado de hidrólisis es fundamental cuando se realiza un 
hidrolizado, este mide los enlaces peptídicos rotos con respecto a las proteína   
inicial y es importante tener en cuenta varios factores como la temperatura, pH, 
concentración de sustrato y sobre todo la naturaleza de la enzima (77). Dentro de 
los diferentes método para determinar el grado de hidrólisis se trabajó con la 
determinación de los grupos -amino libres, usando como reactivo el     
DPIV= Proteína inicial - Proteína no digeridaProteína inicial  x 100 
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ortoftaldehído (OPA) según la metodología de Nielsen (2001) con modificaciones 
(78); en el cual se forma un compuesto detectable a 340 ƞm. Se eligió este método 
debido a su rapidez, sin embargo, no reacciona con la prolina y lo hace   
parcialmente con la cisteína. 
Procedimiento: 
Se trabajó con dos soluciones preparadas al momento de usarlas, la solución A: 
3.81 g de tetraborato de sodio y 100 mg de SDS se disolvió en 75 mL de agua 
bidestilada, la solución B: 80 mg de OPA se disuelve con 2 mL de etanol puro y 
luego se mezclaron las soluciones A y B, se le añadió 176 mg de -mercatoetanol  
y se completa el volumen hasta 100 mL obteniendo una solución final. En un tubo 
se agregó 750 µL de la solución final y 100 µL de muestra hidrolizada (hidrólisis    
con pepsina (HP), hidrólisis con pepsina, pancreatina (HPP), hidrólisis con     
pepsina, pancreatina, alcalasa (HPPA), hidrólisis con pepsina, pancreatina,  
alcalasa 15 min (HPPA15), hidrólisis con pepsina, pancreatina, alcalasa 30 min 
(HPPA 30), hidrólisis con pepsina, pancreatina, alcalasa 60 min (HPPA 60),  
hidrólisis con pepsina, pancreatina, alcalasa 120 min (HPPA 120)), se realizó una 
dilución de 1:50, se agitó por 5 seg y luego de 2 min se colocó 200 µL, de la      
dilución realizada, en cada pocillo y fue leído a 340 ƞm.  
Se preparó una curva de calibración y se usó como estándar una solución   
al 1.22 % (p/v) de L- serina, preparada con 30.6 mg de L-serina disuelta en 30 mL 
de agua bidestilada. Se agregó en tubo 750 µL de OPA y 100 µL del estándar   
diluido 1:10 (v/v) se agitó por 5 seg, luego de 2 min, se colocó 200 µL de la dilución 
en cada pocillo y fue leído a 340 ƞm.  
Se obtuvo el hidrolizado total del CP (fracción extraída) mediante una 
hidrólisis ácida con HCl 6N con 0.1 % de fenol (1:100 v/v) por un tiempo de 6 h a 
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El grado de hidrólisis se determinó mediante la siguiente fórmula: 
%GH= HH total  x 100 
H: número de enlaces hidrolizados 
  H total: número total de enlaces peptídicos por equivalente proteico. 
7. Determinación de actividad antioxidante 
 
a. Método de ORAC 
Fundamento: 
Se utilizó el método de captación de radicales de oxígeno (ORAC) el cual mide la 
transferencia de átomos de hidrógeno y  determina la degradación de la fluoresceína 
(FL) en presencia de radicales de oxígeno, el radical se genera por el azo 
compuesto, 2,2'-diazobis (2- amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) (79). La 
disminución de la fluorescencia indica la oxidación de la FL, cuando hay un 
antioxidante, el radical capta el hidrógeno de este y la FL no es oxidada por lo que 
la fluorescencia perdura en más tiempo, es decir que al inhibir la caída de la 
fluorescencia hay mayor actividad antioxidante. El mecanismo se describe en la 
figura 21.  
El método empleado en este trabajo de investigación, fue reportado por 
Dávalos y col. (2004) (80) con algunas modificaciones, este método tiene alta 




R – N = N -     N2 + 2ROO. 
2ROO. + sustancia fluorescente                             ROOH + sustancia oxidada 
2ROO. + AH                             ROOH + A. 
Figura 21. Mecanismo de acción del método de ORAC (80). 
O2 
O2 
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Dónde:      
R-N=N-R: compuesto azo 




En una placa de 96 pocillos se añadió 150 µL de fluoresceína 40 ƞM y 25 µL de las 
muestras hidrolizadas y del concentrado proteico a diferentes diluciones como    
1:50, 1:100 y 1:200 v/v y, siendo el volumen final de 200 µL, luego se incubó por    
30 min a 37 °C y finalmente se le añadió 25 µL del radical 2,2’-Azobis (2-metil-
propionamidina) dihidrocloruro 96 mM en tampón fosfato 75 mM. Se leyó por 2  
horas cada 2 min a una longitud de onda de emisión 520 y excitación 485 ƞm. 
Se realizó una curva de calibración con Trólox usado como antioxidante de 
referencia, el cual fue diluido en 500 µL de etanol absoluto, llevado a una fiola de  
10 mL y se realizaron las siguientes diluciones mostradas en la tabla 6. 
 







Se calculó el AUC (área bajo la curva) con la siguiente fórmula: 
 
 




Pocillo  1 5 995 
Pocillo  2 12,5 987,5 
Pocillo 3 25 975 
Pocillo 4 50 950 
Pocillo 5 75 925 
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   AUC: área bajo la curva 
   fo: fluorescencia inicial en el tiempo 0 
   fi: fluorescencia medida en función al tiempo i 
El AUC neta se obtiene se la siguiente manera: 
AUC neta = AUCሺantioxidanteሻ- AUC (blanco) 
Finalmente, los valores se expresaron en µmol equivalente al Trólox (ET)   
por µg de muestra. 
b. Método de ABTS 
Fundamento: 
Se siguió uno de los métodos  más utilizados para determinar la actividad 
antioxidante, el reportado por Re y col(1999) (81)  modificado, el cual  se  
fundamenta en la oxidación del ABTS (Acido 2,2′azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico) por el persulfato de sodio formando ABTS+  (radical catión coloreado), 
que  es reducido a ABTS por acción de un antioxidante , tal como se observa en la 




Figura 22. Mecanismo de acción del método de ABTS (81). 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 




Las fracciones hidrolizadas se diluyeron 1:20 v/v, mientras que los concentrados, 
1:5 v/v y se colocó 20 µL de cada una en un pocillo, luego se adicionó 180 µL del 
radical ABTS+. El control se realizó con agua bidestilada y se leyó a 734 ƞm. 
Se realizaron curvas de calibración con dos antioxidantes usados como 
estándares: Trólox y ácido ascórbico, el primero a un rango de concentración de 1-
10 µg/µL y la siguiente curva con un rango de 0.2-0.7 µg/ mg. Los resultados     
fueron expresados en µmol de equivalente al Trólox (ET) por mg de proteína y mg 
de ácido ascórbico por mg de muestra.      
- Determinación de los valores de IC50 por el método de ABTS 
El IC50 es la concentración mínima para inhibir el 50% del radical ABTS, para hallar 
los valores se utilizó la ecuación de la recta para cada muestra analizada    
(albumina, globulina y glutelina), a menos IC50 es mayor la actividad antioxidante   
de la muestra. 
Ecuación de la recta: 
y = mx + b 
 
Ecuación del IC50: 
IC50 = 0.5 - bm  
Dónde: 
 m: pendiente. 
 b: punto de intersección. 
 
8. Actividad quelante de metales 
En muchas reacciones de oxidación se utiliza a los metales  de transición como 
catalizadores, por eso se evaluó la actividad quelante de metales como parte de la 
actividad antioxidante (82). 
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a. Capacidad quelante de Cu+2 
Fundamento: 
Se determinó la actividad quelante de cobre con el reactivo pirocatecol violeta (PV) 
de acuerdo a  Saiga (2003) (83) con  algunas modificaciones. Este método se      
basa en una reacción colorimétrica donde los iones Cu+2 con el PV forman un 
complejo coloreado azul, al adicionar agentes quelantes (EDTA, muestras con 
actividad quelante, etc.) este complejo se disocia cambiando de azul a amarillo, 









En una microplaca se agregó 50 µL de muestra hidrolizada y 190 µL de buffer 
acetato de sodio 50 mM a pH de 6, luego se adicionó sulfato de cobre  
(CuSO4*5H2O) a una concentración de 1 mM, se incuba por 7 min y finalmente se 
añade el reactivo pirocatecol violeta (PV, SIGMA) en una concentración de 7 ƞM y 
se midió a una longitud de onda de 632 ƞm. Se trabajó con EDTA 0.2 mg/mL como 
control positivo en un rango de 2 µg a 12 µg. 
Se obtuvo el porcentaje de quelación de cobre mediante la siguiente    
fórmula: 
 Actividad Quelante de Cobreሺ%ሻ = (1 - Absorbancia muestra 632 ƞm Absorbancia control  632 ƞm ) x 100 
 
Figura 23. Formación del complejo quelante de cobre (83). 
 
    PV  +   Cu+2           PV-Cu+2 
PV-Cu+2  +  Ag.Q      Ag.Q-Cu+2  +  PV-Cu+2 
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b. Quelante de Fe+2    
Fundamento: 
La actividad quelante se determinó mediante el método de Cartel (1971) (55) con 
algunas modificaciones, en la que hay una formación del complejo Fe2+-Ferrozina 
con una coloración rosado,  cuando interviene un agente quelante, este complejo  
se disocia y la absorbancia baja, aumentando la quelación. Un factor importante es 
el pH del medio, el cual debe estar entre 4-5 aproximadamente, de lo contrario se 
puede generar falsos positivos. La formación del complejo quelante de hierro se 





En una placa de 96 pocillos se adicionó 50 µL entre muestra hidrolizada y   200 µL 
de buffer acetato de sodio 100 mM con un pH 4.9,  luego se adicionó cloruro de 
ferroso (FeCl2*4H20, MERCK) en una concentración de 0.01 mg/mL y se dejó 
incubando por 30 min, finalmente de adicionó el reactivo de sal monosódica de  
ácido 3- (2 - piridil) - 5,6 - difenil - 1,2,4 - triazina - p, p '- disulfónico (ferrozina,   
SIGMA ALDRICH) en una concentración de 4 mM y se colocó en un fluorímetro a 
una longitud de onda 562 ƞm. Se trabajó con EDTA 0.1 mg/mL con control positivo 
en un rango de 0.5 µg a 4.5 µg. 
Se obtuvo el porcentaje de quelación de hierro mediante la siguiente   
fórmula: 
Actividad Quelante de Hierro ሺ%ሻ = (1 - Absorbancia de la muestra 562 ƞm Absorbancia control 562 ƞm ) x 100 
 
    Fe+2  + Ferrozina                 Ferrozina-Fe+2 




Figura 24. Formación del complejo quelante de hierro (55). 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
  
1. Semillas de Erythrina edulis 
Las semillas de pajuro, recolectadas de la provincia de Otuzco, La Libertad    
cosecha 2016, corresponderían a la variedad negra. Barrera (1998) describió que la 
leguminosa Erythrina edulis presenta tres variedades, negra, roja y amarilla, las    
dos últimas son predominantes en Venezuela, mientras que en nuestro país la     
más abundante sería la variedad negra. 
2. Análisis proximal de la harina de Erythrina edulis 
En la Tabla 6 se presenta los resultados del análisis proximal de la harina de las 
semillas de pajuro. Las semillas tienen alto contenido proteico (18,60%) y bajo 
contenido graso (1.31%), además contiene fibra (5.89%) y carbohidratos solubles 
(54.59%), para el presente trabajo se estudió el contenido proteico por ser la     
fuente potencial de péptidos bioactivos. El relación a las proteínas, Pérez y col. 
(1979), reportaron que las semillas de Erytrina edulis presentan alto contenido 
proteico entre el rango de (18 a 25%) (84). Sin embargo, D´Amore (2015) reportó 
que la variedad roja de pajuro proveniente de Mérida, Venezuela, presenta mayor 
contenido proteico (25.90%),  mientras que la variedad amarilla, del mismo origen,  
presentó 18% muy similar a las muestras en estudio (85). 
Tabla 7. Análisis proximal de la harina de pajuro. 
Prueba Métodos Porcentaje (%) 
Humedad 934.01 10.70 
Proteínas 978.04 18.60 
Grasas 930.09 1.31 
Cenizas 930.07 3.95 
Fibra 934.10 5.89 
Elementos libre de 
nitrógeno (ELN) Por diferencia 59.54 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Estela del Socorro Solano Abad 
 
57 
La diferencias reportadas se pueden atribuir a muchos factores tales como el 
método de extracción empleado, el contenido de humedad de la harina o las 
condiciones agronómicas del cultivo(7). 
3. Fraccionamiento proteico de la harina de Erythrina edulis 
Obtención de las fracciones proteicas 
La fracciones proteicas de albúmina, globulina, prolamina y glutelina se obtuvieron 
mediante el método de Chavan y col. (2011) con algunas modificaciones, el 
rendimiento de cada fracción se obtuvo a partir de 100 g de muestra de harina, los 
resultados se presentan en la figura 25 (70). 
 
Figura 25. Rendimiento de cada fracción a partir de 100 g. 
De las cuatro fracciones obtenidas, las más abundantes correspondían a 
albúmina y glutelina con porcentajes de 3,95 y 3,80%, respectivamente. La pureza 
y calidad de cada fracción se evaluó mediante electroforesis SDS-PAGE al 10% de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Los resultados se pueden 
visualizar en la Figura 26, en los carriles del 1 al 4 se presenta el perfil   
electroforético de las fracciones albúmina, globulina, prolamina y glutelina, 
respectivamente, los perfiles fueron comparados con el concentrado proteico total 
(carril 5). Se puede apreciar en cada caso bandas proteicas bien definidas que 
varían en tamaño e intensidad, con pesos aproximados de 18, 20, 22 y 40 kDa 
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Del análisis electroforético y del rendimiento obtenido en función de la 
abundancia se eligieron las fracciones de albúmina, glutelina y globulina, para la 
hidrólisis enzimática en el modelo de digestión gastrointestinal In Vitro. La fracción 
de prolamina fue la que presentó el rendimiento más bajo, cabe destacar que las 




Arango y col. (2012), realizaron el fraccionamiento proteico a partir de 
semillas de pajuro de la ciudad de Nariño, Colombia, obteniendo mayor contenido 
de glutelina, albúmina y globulina (7). En nuestro caso la fracción de albúmina fue 
la más abundante. Samanta y Laskar (2009), reportaron un mayor contenido de la 
fracción albúmina en semillas de Erythrina variegata, proveniente de Bengal, India 
(86). La fracción de albúminas resulta muy interesante por ser la más sencilla en 
aislar porque es soluble en agua y el perfil electroforético muestra 4 bandas bien 
definidas que podrían ser sustrato de proteasas para la liberación de péptidos con 
























    1        2         3        4         5        MP 
Figura 26. Perfil electroforético de las fracciones proteicas de pajuro donde: 1 
albúmina; 2 globulina; 3 prolamina; 4 glutelina y 5 concentrado proteico total. 
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4. Hidrólisis proteica 
Modelo de digestibilidad gastrointestinal In Vitro 
Los péptidos bioactivos son secuencias de aminoácidos (trozos de la proteína) de 
pequeño tamaño, entre 2 y 22 aminoácidos, inactivas dentro de la proteína intacta 
pero que pueden activarse al ser liberados (87). En el presente estudio las  
diferentes fracciones proteicas de albúmina, globulinas y glutelinas fueron 
hidrolizadas mediante digestión gastrointestinal In Vitro utilizando las enzimas 
digestivas pepsina (HP) y pancreatina (HPP) de forma secuencial, como primera 
fase para la liberación de péptidos bioactivos. De esta forma los péptidos liberados 
podrían ser resistentes a la digestión gastrointestinal favoreciendo su 
biodisponibilidad. Adicionalmente se realizó la digestión con la enzima microbiana 
alcalasa (HPPA) para favorecer la liberación de otros péptidos con mejores 
propiedades. Se eligió la enzima microbiana alcalasa por ser una proteasa 
ampliamente reportada en la obtención de péptidos bioactivos antioxidantes. 
Tabla 8. Concentración de proteínas por el método de Bradford y porcentaje de 
digestibilidad In Vitro (DPIV) tras la hidrólisis con pepsina (HP), pancreatina (HPP) 





CP  18.7  
HP 30 12.1 35.7 ± 1.2 
HPP 60 4.5 77.2 ± 1.9 
HPPA15 1.6 91.4  1.6 
HPPA30 0.1 99.5  0.9 
HPPA60 0.0 100.0  1.5 
HPPA120 0.0 100.0  1.2 
GLOBULINA 
  
CP  13.7  
HP 30 5.2 62.5 ± 1.5 
HPP 60 1.4 74.7 ± 2.5 
HPPA15 0.9 93.4  1.9 
HPPA30 0.0 100.0  1.3 
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HPPA60 0.0 100.0  1.8 
HPPA120 0.0 100.0  1.2 
GLUTELINA 
  
CP  13.6  
HP 30 9.8 28.1 ± 0.7 
HPP 60 8.5 38.1 ± 0.9 
HPPA15 6.1 55.1  0.8 
HPPA30 4.8 64.7  0.4 
HPPA60 2.1 84.5  0.8 
HPPA120 1.4 89.7  0.4 
 
En la tabla 8 se presentan los resultados de concentración de proteínas y 
porcentaje de digestibilidad In Vitro (DPIV) determinados tras la hidrólisis de 
albúmina, globulina y glutelinas con las enzimas digestivas pepsina pancreatina y  
la enzima microbiana alcalasa, adicionadas de forma secuencial. La concentración 
de proteínas se determinó por el método de Bradford, que se basa en la capacidad 
del colorante de azul de Comassie de interactuar con proteínas de alto peso 
molecular, por tanto nos permitió realizar el seguimiento de la hidrólisis de forma 
indirecta. La concentración inicial de las proteínas representada como CP en cada 
fracción, fue 18.7; 13.7 y 13.6 mg/ml, respectivamente. Tras la digestión con  
pepsina (HP), las globulinas se hidrolizaron en más del 60%, comportándose como 
un buen sustrato para ésta enzima. En el caso de albúmina y glutelina la digestión 
con pepsina tan solo disminuyó alrededor del 30% la concentración inicial de 
proteínas. Mientras que la hidrólisis secuencial con pancreatina (HPP) aumento la 
hidrólisis de proteínas de alto peso molecular, lo cual se reflejó en la disminución   
de las mismas en más del 75%, en el caso de la glutelina la hidrólisis fue leve 
(37.5%). 
La hidrólisis adicional con alcalasa (HPPA) favoreció de forma considerable 
la digestión de proteínas de alto peso molecular, a medida que se incrementaba el 
tiempo de exposición a la enzima resultaba más complicado la cuantificación de     
las proteínas, incluso se obtuvieron valores indetectables por el método de  
Bradford, esto debido a que las diferentes fracciones peptídicas liberaban péptidos 
cada vez más pequeños que se encontraban fuera del rango de sensibilidad del 
reactivo de Bradford.  
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En relación al DPIV, las fracciones proteicas de albúmina y globulina 
presentaron mejor grado de digestibilidad con porcentajes de 77.2 ± 1.9 y 74.7 ± 
2.5%, respectivamente. Los valores de DPIV de una proteína ideal con alto grado 
de digestibilidad, con superiores al 90% como la clara de huevo y la leche. En 
nuestro caso la hidrólisis adicional con alcalasa incrementó el % de DPIV por  
encima al 90% desde los 15 min de exposición en las fracciones de albúmina y 
globulina. A los 120 min de exposición el %DPIV fue alrededor del 100%. Incluso    
la glutelina que presentó un %DPIV bajo, con la adición de alcalasa, alcanzó   
valores cercanos al 90% a los 120 min de digestión. 
Por tanto, la adición de alcalasa mejoró considerablemente la digestibilidad 
hasta valores equiparables a las que alcanzan las proteínas ideales de origen 
animal. Por tanto, la hidrólisis secuencial pepsina, pancreatina y alcalasa se 
presenta como una estrategia interesante para mejorar el grado digestibilidad de 
proteínas vegetales. 
En la Figura 27 se presenta el perfil electroforético de albúmina, globulina y 
glutelina antes de la digestión enzimática (carril 3) y tras la digestión secuencial     
con pepsina (carril 4), pancreatina (carril 5) y alcalasa a diferentes tiempos de 
exposición 15, 30, 60 y 120 (carriles 6-9). Se apreciar una disminución de las  
bandas proteicas de forma ligera en el caso de pepsina y pancreatina, en el caso  
de alcalasa se observó que a medida que se incrementaba el tiempo de     
exposición, a las diferentes proteasas, se generaban péptidos de menor tamaño.  
En el caso de albúmina se produjo algo peculiar, si bien las bandas proteicas    
fueron desapareciendo en función de la proteasa utilizada y tiempo de exposición, 
se pudo observar dos bandas 20 y 22 kDa resistentes a la degradación con   
pepsina, pancreatina y alcalasa en comparación con las demás fracciones  
extraídas, estos resultados fueron similares a los reportados por Intiquilla y col. 
(2016) quienes hidrolizaron las proteínas de las semillas de pajuro con las enzimas 
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Para el seguimiento de la hidrólisis también se cuantificó la liberación de 
grupos aminos libres, mediante el método del ortoftaldehído, expresado como 
porcentaje de grado de hidrólisis (%GH). El 100% de GH corresponde a la 
cuantificación de todos los grupos amino libres presentes en la muestra problema, 










































 1    2     3      4     5      6      7      8     9 
Figura 27. Perfil electroforético en SDS-PAGE al 10% de los hidrolizados proteicos de 
albumina, globulina y glutelina aisladas de las semillas de pajuro. 3 Fracción proteica, 4 
Hidrólisis con pepsina, 5 pepsina-pancreatina y 6, 7, 8 y 9 pepsina-pancreatina-alcalasa en los 
tiempos de 15, 30, 60 y 120 min. 
Figura 28. Determinación del grado de hidrólisis expresado en porcentaje de los 
hidrolizados proteicos de albúmina, globulina y glutelina con las enzimas pepsina 
(HP), pepsina y pancreatina (HPP), pepsina. Pancreatina y alcalasa (HPPA) en los 
tiempos de 15, 30, 60 y 120 min. 
Globulina  
Glutelina 
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El GH con las enzimas pepsina y pancreatina alcanzó valores de 5.52 ±      
0.6, 8.48 ± 0.2, 20.07 ± 0.9%, para albúmina, globulina y glutelina;    
respectivamente. Estos valores mejoraron tras la hidrólisis secuencial con alcalasa 
alcanzando valores máximos de 55.23 ± 1.8, 27.36 ± 0.9, 47.72 ± 1.18%, 
respectivamente, a los 120 min de digestión (Figura 28).  
5. Determinación de actividad antioxidante 
La actividad antioxidante se determinó, en las fracciones peptídicas de albúmina, 
globulina y glutelina, obtenidas tras la hidrólisis enzimática con pepsina,   
pancreatina y alcalasa, utilizando los métodos de captación de radicales oxígeno 
(ORAC-FL) y de ABTS utilizando como referencia los antioxidantes Trólox y  
vitamina C.  
Los resultados se presentan en la Tabla 9 expresados como capacidad 
antioxidante equivalente al Trólox (TEAC en mol ET/g de proteína) para el     
método ORAC-FL, La actividad antioxidante de los CP sin hidrolizar fue de 894.3  
0.3, 1192.1  1.8 y 801.2  4.8 mol ET/g de proteína para albúmina, globulina y 
glutelina respectivamente. Estos valores se incrementaron en más del 200% tras la 
hidrólisis secuencial pepsina-pancreatina-alcalasa, de forma estadísticamente 
significativa (p<0,05) alcanzando valores de 4957  351, 5177  0.023 y 2227  
0.223 mol de ET/mg proteína, respectivamente por el método de ORAC-FL. 
Tabla 9. Resumen de la actividad antioxidante. 
 MUESTRAS ORAC-FL ABTS 
 Muestras TEAC  (µmol ET/g)  
TEAC 
 (µmol ET/g)  
VCEAC  
(mg Vit. “C” /g) 
CP 
ALBUMINA 894.3 ± 0.3  370.2 ± 6.0  346.0 ± 1.1  
GLOBULINA 1192.1 ± 1.8 438.1 ± 6.0  403.0 ± 1.6  
GLUTELINA 801.2 ± 4.8  549.1 ± 3.1 506.3 ± 2.7 
HPPA 120 
ALBUMINA 4957.2 ± 35.1 a,d 2866.3 ± 36.0 a,d    578,2  ± 7.0 a 
GLOBULINA 5177.2 ± 23.0 b,d 3172.3 ± 10.9 b,d 676.1 ±  2.3 b,d 
GLUTELINA 2227.3 ± 22.3 c 2016.2 ± 37.0 c   393.7 ± 7.0 c 
 
a,b,c p<0.05 vs CP albúmina, globulina y glutelina respectivamente; d p<0.05 vs HPPA  glutelina, (Test student-
Newman-Keuls). 
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Los HPPA de albúmina y globulina, fueron los que presentaron una mayor 
actividad antioxidante, con valores de ORAC-FL de 4957.2 y 5177.2 µmol ET/g 
respectivamente, los valores fueron superiores a los reportados por Intiquilla y col. 
(2015) quienes determinaron la capacidad antioxidante por el método de ORAC-   
FL, en semillas de pajuro provenientes de la ciudad de Otuzco, La Libertad. Los 
autores hidrolizaron el contenido proteico total utilizando la enzima alcalasa, 
adicionalmente fraccionaron las proteínas en función del tamaño utilizando  
membranas de diferente corte molecular, reportando valores entre 726 y 1176    
μmol ET/g, destacando la actividad antioxidante en la fracción menor a 3 kDa (89).  
Por el método de ABTS se determinó los valores de TEAC y VCEAC. Las 
fracciones hidrolizadas presentaron valores de TEAC superiores en más de 6    
veces comparados con sus respectivos CP sin hidrolizar. Del mismo modo, la 
capacidad antioxidante expresada como VCEAC también fue superior a los CP sin 
hidrolizar en 1.3 veces. En ambos casos los resultados fueron estadísticamente 
superiores con un nivel de significancia de 0.05. Los valores de TEAC de globulina 
hidrolizada (3172.3  µmol ET/g) fueron superiores a los reportados por Intiquilla 
(2015) con la fracción F3 (636.2 μmol ET/g), utilizando el mismo método (89). 
En el método del ABTS la actividad antioxidante también se expresó como 
IC50 (cantidad de muestra problema capaz de inhibir en un 50% la liberación del 
radical ABTS). Los mejores valores se encontraron en los hidrolizados HPPA de 
globulina y albúmina con 7 y 7,08 ug/mL, respectivamente (Tabla 10), comparados 
con Durak y col.(2013) que reportaron valores de  IC50 para hidrolizados de 
globulina, albúmina y glutelina de semillas de frijol de 0.54, 0,89 y 1.12 mg/mL, 
respectivamente (90) por lo que se puede decir que nuestras fracciones   
hidrolizadas tienen mejor actividad antioxidante. Por otro lado, Alashi y col (2014) 
evidenciaron IC50 similares a nuestras fracciones en hidrolizados proteicos de 1 y   
1-3 kDa de Australian canola digeridos con alcalasa y quimiotripsina de forma 
independiente, con valores de 11,2 y 14,4 ug/mL, respectivamente (91). Según lo 
reportado  nuestras fracciones hidrolizadas se les puede considerar buenos  
péptidos antioxidantes según la clasificación de Ramos y col. (2003) (92). 
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a,b,c p<0.05 vs CP albúmina, globulina, glutelina respectivamente; d p<0.05 vs HPPA  glutelina,                    
(Test student-Newman-Keuls). 
 
Determinación de la actividad quelante de metales 
Los metales de transición como el hierro y cobre en su forma iónica pueden actuar 
como catalizadores en la formación de especies reactivas de oxígeno, incluso el 
Fe+2 puede inducir la formación de aniones superóxidos formando radicales 
hidroxilos peligrosos causantes de daño tisular (93). 
Además de la actividad antioxidante también se determinó la actividad 
quelante de Cu+2 y Fe2+, debido a que estos principales metales están implicados  
en procesos de estrés oxidativo, al ser capaces de capturarlos ayudarían a 
contrarrestar los efectos deletéreos que éstos metales (93). 
La actividad quelante de metales se realizó en las fracciones proteicas 
(albúmina, globulina y glutelina), en los diferentes hidrolizados con pepsina HP, 
pepsina-pancreatina HPP y pepsina.pancreatina-alcalasa HPPA a los 120 min de 
digestión.  
En la figura 29 se presenta un barrido de la actividad quelante de metales   
de hierro y cobre. Se puede apreciar el aumento de la actividad quelante, en     
ambos casos, en función del tiempo de hidrólisis. Cabe resaltar que los    
hidrolizados preparados presentaron mejor capacidad quelante de cobre. 
 
 
ABTS  IC50  
(µg/mL) 
Muestras CP HPPA120 
ALBUMINA 31.30 ±   2.63 7.08 ± 0.,89 a,d 
GLOBULINA 26.62 ±   3.15 7.00 ± 0.62 b,d 
GLUTELINA 27.53 ±   4.08 10.78 ± 0.21c 
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Los hidrolizados mostraron más del 50% de capacidad quelante de hierro a 
la concentración de 360 µg/mL. En el caso de la actividad quelante de cobre, los 
hidrolizados obtenidos con las tres fracciones proteicas mostraron porcentajes 
superiores al 70% de quelación a 180 µg/mL. Siendo la fracción glutelina la que 
mostró un mejor perfil progresivo en el aumento de la actividad quelante de cobre. 
Los hidrolizados proteicos de albúmina mostraron mejor quelante de cobre y de 
hierro. La hidrólisis con alcalasa durante 15 min, mejoró la actividad quelante de 
cobre y hierro en el caso de las fracciones albúmina y glutelina, alcanzando su valor 
máximo a los 30 min, a partir del cual no se aprecia mayor incremento. En el caso 
de globulina la mejora sólo se evidenció para la capacidad quelante de cobre, 
mientras que la actividad quelante de hierro no aumentó.  
La fracción albúmina hidrolizada con pepsina-pancreatina-alcalasa a los    
120 min presentó un 76 % de actividad quelante de cobre y un 60% de actividad 
quelante de hierro, similares a los resultados reportados por Gallegos-Tintoré y col. 
(2011)  quienes estudiaron la actividad quelante de Jatropha curcas de     
hidrolizados proteicos (200 µg por pocillo) con alcalasa, reportaron 70% de   




















Albumina                      Globulina                       Glutelina 
Figura 29. Actividad quelante de cobre y actividad quelante de hierro donde CP: 
concentrado proteico, HP: hidrólisis con pepsina, HPP: hidrólisis pepsina 
pancreatina, HPPA: hidrólisis pepsina pancreatina y alcalasa, (15, 30, 60 y 120 son 
min). 
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hidrolisis (49). Zhu y col. (2008) reportaron un 49% de actividad quelante de cobre 
en hidrolizados con pepsina (60 min) y pancreatina (120 min) de Zein a una 
concentración de 16 mg/mL (93). 
La tabla 11 nos muestra los resultados de la actividad quelante de cobre y 
hierro expresado como la capacidad antioxidante equivalente al EDTA (µg de 
EDTA/mg de proteína), siendo la fracción hidrolizada de globulina con 1.44 ± 0.25 
µg de EDTA/mg con mayor actividad. 
Tabla 11. Actividad quelante de cobre y hierro de hidrolizados proteícos de 
albúmina, globulina y glutelina, con las enzimas pepsina, pancreatina y alcalasa. 
  
 
Tanto en la actividad quelante de hierro y de cobre las fracciones  
hidrolizadas son claramente superiores a los concentrados proteicos de las    
mismas fracciones, siendo la globulina la que representa mayor actividad quelante 
de Cu+2 y presenta menor IC50 13.6; 10.07 y 18.30 µg/mL para hidrolizados con 
albumina, globulina y glutelina respectivamente, observando que la globulina 
también gran antividad quelante de hierro con un IC50 de 18.40 µg/mL. Orona y col. 
(2015) estudiaron la actividad quelante en Salvia hispánica L. realizando digestión 
In Vitro con pepsina-pancreatina y reportaron valores de IC50 de 1.1 mg/mL a 
fracción de globulina hidrolizada (94). 
  QUELANTE DE COBRE QUELANTE DE HIERRO 








ALBUMINA 269.00 ± 0.93  0.06 ± 0.01  591.00 ±  50.10  0.02 ± 0.00  
GLOBULINA 417.00 ± 4.05 0.07 ± 0.00 369.00 ± 8.45  0.01 ± 0.00 
GLUTELINA 887.00 ± 8.08 0.06 ± 0.00 147.00 ± 12.60  0.01 ± 0.00 
HPPA 
120 
ALBUMINA 13.60 ± 1.17 a,d   1.40 ± 0.08 a,d 18.00 ± 1.47 a,d 0.30 ± 0.02 a 
GLOBULINA 10.70 ± 0.08 b,d  1.44 ± 0.25 b,d 18.40 ± 1.52 b,d 0.60 ± 0.01 b,d 
GLUTELINA 18.30 ± 0.64 c 0.57 ± 0.07 c 49.20 ± 3.97 c 0.33 ± 0.01 c 
a,b,c p<0.05 vs CP albúmina, globulina, glutelina, respectivamente; d p<0.05 vs HPPA  glutelina, (Test student-
Newman-Keuls). 
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A partir de los resultados encontrados la hidrólisis secuencial pepsina, 
pancreatina y alcalasa se propone como una buena estrategia para la obtención     
de hidrolizados proteicos con buen perfil antioxidante y quelante de metales a     









 De las semillas de Erythrina edulis (pajuro) se purificaron fracciones proteicas 
de albúmina, glutelina, globulina y prolamina con porcentajes de rendimiento     
de 3.93, 3.80, 0.25 y 0.02 % respectivamente. Se destaca el mayor rendimiento 
de albúmina y glutelina. 
 
 El perfil electroforético, en geles de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes, de las fracciones proteicas de Erythrina edulis (pajuro) 
mostraron bandas bien definidas que varían en tamaño e intensidad. Los pesos 
aproximados fueron de 18, 20, 22 y 40 kDa para la fracción de albúmina; de     
22, 38 y 40 kDa para la fracción de globulina; de 18 y 22 kDa para la fracción   
de prolamina y de 22 kDa para la fracción de glutelina. 
 
 Las fracciones proteicas de albúmina, globulina y glutelina fueron digeridas 
utilizando un modelo de digestión gastrointestinal, destacando las primeras 
porque presentaron mejor grado de digestibilidad In Vitro con porcentajes de 
77.2 ± 1.9 y 74.7 ± 2.5%, respectivamente. El grado de hidrólisis con las   
enzimas pepsina y pancreatina, cuantificado por el método del  
ortoftaldialdehído, alcanzó valores de 5.52 ± 0.6; 8.48 ± 0.2; 20.07 ± 0.9%, 
respectivamente; mientras que la hidrólisis secuencial con alcalasa mejoró 
significativamente el grado de hidrólisis, con porcentajes de 55.23 ± 1.8; 27.36 ± 
0.9; 47.72 ± 1.18%, respectivamente.    
 
 Los hidrolizados obtenidos tras la actividad de las tres enzimas sobre la  
albúmina y globulina fueron los que presentaron una mayor actividad 
antioxidante, con valores de ORAC-FL de 4957.2 ± 35.1 y 5177.2 ± 23.0 µmol 
equivalente de Trólox (ET)/mg de proteína, respectivamente y valores de ABTS 
de 2866.3 ± 36.0 y 3172.3 ± 10.9 µmol ET/g. Además ambos hidrolizados 
mostraron más del 50% de capacidad quelante de hierro a la concentración de 
360 µg/mL. En el caso de la actividad quelante de cobre, los hidrolizados 
obtenidos con las tres fracciones proteicas mostraron porcentajes superiores al 
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 Las albúminas y globulinas de Erythrina edulis (pajuro) presentan un    
importante potencial como fuente de péptidos antioxidantes y quelante de 
metales tras la hidrólisis secuencial utilizando un modelo de digestión 
gastrointestinal y alcalasa In Vitro. 
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